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<S) TNF-MndWKteProMn*. 

© Ola vortegende BMung bet-Hit rtcWBslehe Pretebw sowte ttsfche Oder rtcMBslehe FfagmentB davon. 
die TNF binder*. In tanogenar Form, to** deren pnysilegisch vertrlgfchen Sato. inabeaondem aolehe 
Protaine mit elnem^luaihutapaalcht von etwa 55 Oder 75 kO (r*eMreduztarende SOS-PAGC D o d m gu ngen). 
Verfariren zur taXerung aolcher Protelnen AntJkfirper gegen soteha Protelne, ONA-Sequenzen. (fie fOr 
ct» Proteina sowto KSeSche odar ridtfoaliche Fiagrnente davon. dk, TNF btoden, kodtaran. aria aolcha. dia Wr 
Protelne todieran. die rum einan Tea aus atnem Waflchen Fragment das TNF bindet und zum anderen T«lau» 
alien Oomlnen ausser (W erstan der konstantan Region der sermon* Ketta humanar tmmurqtabiflne beatanen 
und <Se davon kodlarten rekombinantan Protaine wle Verlahren zur deren Herstellung mlttela tranafwrnlerter pro- 
wi aukaryottocher Wlitazelan. 
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TNF-BINDENDE PROTEJNE 



Tumor Nefcrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin), auf Qrund seiner haernorragisch-nekrotlsierenden 
Wlrkung auf bestimmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNF6) sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren (3] aue der Klasse der LymptoWne/Cytokine. die im folgenden beide ais TNF bezeichnet werden [siehe 
Ueberstchtsarberten 2 und 3J. TNF verfQgt uber ein brettes zeltuiarea Wlrkungsspektrum. Beisptetsweise 

5 besttzt TNF inhibierende Oder cytotoxische Wlrkung auf dine Reihe von TumorzellRnien [2,3], stfmullert die 
Proliferation von Rbroblasten und die phagozytierende/cytotoxis^e AktivitSt von myeloischen ZeUen 
[4,5,6], induziert Adha"sk>nsmolekUie m Endothelzellen Oder Qbt elne inhibierende Wlrkung auf Endothel aue 
[7.&9.10], inhibiert die Synthase von speziftechen Enzymen in Adipozyton [11] und induziert die Expression 
von HtstokompalibiiitStsantigenen [12]. Manche dleser TNF-Wlrkungen werden Qber elne Induktton von 

io anderen Faktoren Oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispietaweise Intarferonen 
Oder Interteuldnen erzielt [13-16% 

TNF 1st bei einer Reihe von Pathologischen Zust&nden, beisplelsweise Schockzustftnden be! 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der EntwickJung von Autoimmun»Glornerulonephritfs bei Mflusen [18] Oder 
bei cerebraler Malaria bei Mfiusen [19] und betm Menschen [41] invotviert Qanz allgemein schelnen tie 

is toxischen Wlrkungen von Endotoxin durch TNF vermittert zu sein [20]. WeiterHn kann TNF wie interieukin-1 
Reber austfsen [39]. Auf Grund der pieiotropen funkUoneilen Bgenschaften von TNF kann man annehmen, 
class TNF In Wechserwirkung mit anderen CytoWnen bei einer ganzen Reihe weiterer pathoiogischer 
ZustSnde als Medator von Immunantwort EntzQndung oder anderen Prozessen beteingt let 

Dlese biologischen Bfekte werden durch TNF Qber speziflsche Rezeptoren vermittelt wobel nach 

20 heuogem WIssensstand sowohi TNFa wie TNFfl an die gletehen Rezeptoren binden [21]. Verechiedene 
Zetftypen ur rterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [222324]. Solche ganz allgemein 
geeprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktfv marklertee 
TNF nach g ewiesen [24-29], wobei die foi enden scheinbaren Moiekuiargewichte der erhattenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermittelt wurden: 95fi00 kO und 75 kO [24], 95 kO und 75 kD [25], 138 kO, 90 kD, 75 kO und 

25 54 kO [28]. 100t5 kO [27]. 97 kO und 70 kO [28] und 145 kO (29). MHtete antt-TNF-Ant0c6rper- 
lnrunurx>affin(t&tschromatc^raphie und prSparattver SDS-Poiyaerytainidgelelelctrophofese (SOS-PAGE) konn- 
ta ein soteher TNF/TNF-BP-Komplex isoHert werden [27]. Die reduktive Spattung cHeses Komplexee und 
anechiieesende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die alleralngs nicht auf TNF-Bindeafctfvit3t 
getestet wurden. Da die spezhlschsn Oodlngungen. ale zu der Spaitung dee Kompiexes verwendet werden 

oo mOssen, zur tnakth/ierung dee Blndeprotelns fQhren [31 i let letzteres auch nicht mfigfich gewesea Die 
Anreicherung von IfisHchen TNF-BP aus dem humenen Serum Oder Urtn mittels lonenaustauscher- 
Chromatographic und GeffittraHon (Moiekuiargewichte im Bereich von 50 kO) wurde von Olsson et ai. 
beschneben [30]. 

Brockhaue et al. [32] erhietten durch TNFa-Ugar^enafflnitAtschromatDy und HPLC aue Membran- 
35 extrakten von HL60-Ze0en elne angeraicherte TNF-BP-Praparatfon. die wiederum ale Antigenprfperatton zur 
Hersteltung von monoktonalen AntJkfirpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen imnrwbiBsierten Antikdrpers (Immunafftaita^sch^ mittels TNFa-Ugandenafflni- 

t§tscrvornatoc/aphie und HPLC von Loetscher und Brockhaue [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherla Preparation von TNF-BP erhalten, ale in der SDS-PAGE-Aneiyse eme starke breHe 
40 Bande bei 35 kD, elne schw ach e Bands bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich 
zwtschen 55 kD und 60 kD ergab. Im Qbrigen zeigte das Get Im Bereich von 33 kO bis 40 kO einen 
ProteinNntefgrvndachmier. Die Bedeutung der so erhattenen Proteinbanden war jedoch im HinbRck auf die 
Heterogenftit dee verwendeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe: vereinigtes Material aus mehreren 
riacenien) recni ner. 

46 Gegenstend der voritegendon Erlfndung sind nJchtftsBche Proteinen dJi. beispielsweise Membranprotei* 
ne bzw. sogenennte Rezeptoren, und ttsftche Oder rschtiOsKche Fragmente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), In hornoQener Form, sowie deren Physiologlsch vertrSgBche Seize. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gemSss SOS-PAGE unter nicht reduzlerenden Beclngungen durch schembexe Moiekui a rgewi ch te von etwa 
55 kD. 51 kO. 38 kD. 38 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kO charaJdertsiert sind, Insbeaondera solche mit 
so etwa 55 kO und 75 kO. WeHerhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstans eine der folgenden 
Amlnos9ureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 
(IA) leu-Vai-Pro-Hia^-Gly-As^ 
X-Asn-Ser-ile 

OB) Ser-Thr-PTO-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-leu-G lu-Gty-Thr-Thr-Thr-Lys 
(IIA) Ser-GIrW*u-Gtu-Thr-Pro-Glu^ 
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„S ^Pro-Ala^ln.V^AIa.^e-X.Pro.Tyr.A.a.P^lu-Pr<H3ly-S6r.Thr^y. 
(HE) iie-X-ProOlyPt>e^3ly-Val-AIa-Tyr-Pro-Ala-teu-Qlu 
(IIP) Leu-Cys-AlfrPre 

55 £KS&^^ wob * x ,ur 61 — ,noaurerest MeM * d9r 

nicht air^deutio ^fJT^^^p.ep dufch eine N-termlnale Tellsequeni charekterleiert wcrder, 
lm Stand der Techn.k smd berei te^ mrw ^ dleM sequeru von der 

[Eu ropa<ach. (IA) unterschetdei lm Obrtgen handed ee 

erflndungsgemaaaen ^tBmln^n T^l^u^z gama^ TNF . Blncleproteinen um aua dem Urfn isoHwteo 

TNF-BP. Oieae Verfanren ^J^^^.Hjer Gowrteextraktoa. Immunafflnitaischrxr* 
gur>gss<*ritter«helr™^ 

tographki und/oder ein- Oder mehrfadn. ^^^"SSphoraae (SDS-PAGE). Oto Kombina- 
chromatographie (HPLC) und prf P 8ni*e S^TrTuS ^W^L fat Mr (ton Erfokj de. 
Bon dw aua dam Stand der T ^* o ^^ 8 ^ B ^^rR-hm* der zu toaenden Aufgabe 
orfndungaoemaasan Verfahren^ essentia^ woM hjtejn. rer «. Anreicherung von TNF- 

BP sua humanar Ptaeenta [31] vorwendeto W»™ BSA-Sepnarose 4B-Voraaule verwendet wur- 
nitftsdiromatOQraphie.Schrttt ^'f^^^J^^^^^M^ mit der lmmur«fflniat> 
» da. Dfae VorsSuto wurde ^^J^ ^^^S d" Extras warden «• belden 
sau* und gefoigt von der ^^f^ ^ S rSF-BP-aktiven Pn-dJor-n warden 
zutetztgarannten SSulen ^^^"^J Erf^ungswesartfich fOr die OurcMOhrung <*. 
nocnmals Qber elne UganderafflnHatasauVB^re^ ^^^^ Lfisungamitleloernlscries. 
Umk^r^HPCC-Scli^^ vSn^uge^ar,. aw dm 

TNF-BP laoliert warden xOnnen. Qeger^ d« vo^geo^^^^v^^^^ verwendetan 
** dadurch aua.da.aeln ^u"v weldva. «r 2 bea*rteber*n 

Zettime entwic** wvrd^in jLt^V^nl Saen 3*3^ fur HL^O- 

Perfustoraspparatur werwendet wild, wtwa einaa 

35 ZeUen bla zu menr aia 20-fech StSquanz-n. die fOr Protein, und Waller* 

Zurftziicn dazu betriffl <fle .^^anSTS beiapiefcweiae ONA-Sequeo- 

«W nichWailche ^™» d ^^^ ™= 
zen zu veratehen. die fflr niehttOsflche Proteins ^""tV^ ausw&nlbe/ alnd: 
binden. todies, woo- kompfcrnerair. Strange. 

40 (a) ONA-Sequerwn, wie sto in Rgur 1 Oder fngur 4 - 

48 kodieren. Cr4 ^,,„ nleht ateOacne Vartantan. sondern auch aolche 

D„ h*«t dm von ^^^J^^^^,^^ und Addtttor^n von etnem Oder 
ONA*e»^urnta**alnd^ 

Bevorzu*slr*elr,ma*«^>H^^ <JaviWto sequenz btwdera 

Motekvilarg^rtoht von etw. 59 ikO n ^^^J* ^^^^oTaoS^ Protrtnen koolerm 
bevorzugt 1st wie Seqwenxen. dJe fOr ^^/^"-^STpret^^ kocSert raid* von 
Bne DNA-Sequera. die belsptetsweiae PJr eln ^^T^SaWer^ «r ISaBche Protein. 
55 NuVJectfd -185 bia 1122 der in AbbiWung 1 Jf^^^^^zw. von NukJeotid -14 bi. 
Fragmenta kodteren. «W be^s^wta^e ^^ 1 ^r D NA^uen»n. die «r ein 
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auf Grund der H^iiieprofile der von den « r so.cn* SI ^ J^JSiSSTSSSC 
sequeruen abgelerteten Aminoaauresequeraen bestimmt werden Nuktelnsaure- 
Die Erfindung | bettfft weterhin DNA-Sequenzen. die elne Komblnatlon aus zwei TeiKJHA-Seauenzen 

bm den tod lert (s.o.) und die andere Tert-Sequenz. fOr atle Domttnen ausser der ersten Oomine der 

arterV Pr^ZTSh^^.^ * D^Sequenzen ta*ierten rekombir, 

^rTbS^^^^t?^ ***• Pr0,9 "» in daren Amino* uresequen- 

^SSTStS To l^l^f^^' Am,nosauren 50 ausgetauscht worden sind. dasa dadurch 
die AJcbv,at der TNF-BP odor deren Fragmente, namllch die Blndung von TNF Oder die WechseMrku» 

wovrat sower MoiekOle nfcht verandem. sind im Stand dar Technik bekannt und beteoiefewaisa von H 
1. haufl O ston vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser. Valflle Aao/Gfa ThtfSar 

Aeprf3h/. sowie solche in umgekehrter Weise. Die vorBegende Erfindung betrifft femer Vektoren die 
wflndungsgamasa, DNA-Sequaruen anthaitan und *jr Transformation w oeeiSennll vrfT^v^ 

fll « ^" KWtfWmJlsw DNA-Sequeraen kodierten Proteine lOhrt Schltessachbetnfrt 
dWte^Erflndung sue* noch mit soteheo Veteran transformJerta Pro- wie *Lry«^WwZ 

^J^TZZ!^ 1 ^ *" rekomblmrten y^tSS^SSZ 

^ttSSSZZZ**"* rTw.^ernen 

tiJZvSS ^"^i!^ 2^1^ P^ 328 ^ Mpwto, dk, wanigstena sines 
0TMwTW*Poder Fragment, davon, oewOrachtenfails in VorWndung mil weiteren pharmazautiseh 

i,uv,'^L]^ e !^lf r1 ^ Un0 b6 ? m 8ef,BeMl,ch <*• Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Harstet- 

Auagangsmaterlal HJr die erffndungsgemassen TNF-BP sind ganz aBaerneln Zelton die solche tnf-hp 
S^^J^f^ H160- [ATCC Nr. CCL 2401 U 837- lATCC^T^SW^AT^ 

Sff? nt?n!^, ,^ ye<gnetBr Prt^genrten, belapWswelae Triton x-114, t^. 

I X * 100, Medium abzantmugiwten und 

^^r»JTr ^ mr TNW - behptetewetae eine Potyattiyienp^oHrKluzlertB Faikma dee '">- 

lnab ~ on<tef * ^ M^branproteinea verwendetwi Methoden dee Standee der 
!^r^^^!!^ u ** n *** ux ^™™^^ Qelffltratfon. Afflrtrtatschromatc^raphie. HPLC 

55 TNF-BP sind Affir^tschrorwttoo/apWe. insbesondera mit TNF-a ala an die Festphase oe^e^UMn- 
den und l^unaiflnitatscrromatographlg. HPLC und SDS-PAQE. Ola Ehdon von mitteia SDS-PAQE 
a ^ tre 2T!*V TNF - BP Banden "«™ "»=h bekannten Methoden der Proteincnemie erMgen, beiapieteweiae 
mittoia EleMroelution nach Hunkapiller at aL [34], wobei nach hBuUgem Stand des Wlssena die dort 
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angegebenen Elektro-Oialysezeiten generell zu verdoppeln sind. Danach noch verblelbende Spuren von 
SOS k3nnen dann gemSss Bosserhoff et al. [501 entf mt werden. 

Die so gereinlgten TNF-BP konnen mittels der im Stand dor Tochnik bekannten Methoden der 
Peptidchemie. wie beispiaisweise N-terminale Aminosauresequeruierung Oder enzymatlsche wie chemische 
$ Peptidspaltung charaktarlsiert warden. Ourch enzymatische odar chemische Spaltung erhaltene Fragmente 
kdnnan nach glngigan Methoden. wle beispiaisweise HPLC. aufgetrennt und selbst wiader N-terminal 
sequecziert warden. Solche Fragmante. dia selbst noch TNF bindan, kflnnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fUr TNF-BP identifiziert warden und sind ebenfafla Gegenstand der vorllegenden • 

,o AMoahend von dar so erNHtJIchen Amino3«uresecA)enzlnt©rmatlon oder den in Rgur 1 wle Flgur 4 
dergesteltten DNA- wia Amlnceaureaequenzen k8nnen untar Beachtung dar Degeneration des geneoschen 
Codes nach Im Stand der Technik bekannten Methoden geelgnete OlkjonuWeotMe hergestellt werden [51 J. 
Mittels dteser kflnnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbtotogto 142.43] cONA- Oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen. die HJr TNF-6P kodierende t jf^^f^^^^ 
1$ abgesucht warden. Auaaerdem kdnnen mittels der Polymerase-Kettenreektion (PCR) [491 cONA-Fragmerrte 
ktoniert werden. indem von zwel auseinanderileganden. relatrv kurzen Abschrdtten der An^^asequ«u 
unter Beachtung des genetlschan Codes vollsttndlg deganerlerte und in ihrer KomplamentarWt geelgnete 
Olioonucleotide als "Primer" emgesetzt warden, wodurch das zwischen dtosen bekten Sequenzeri i«egende 
Fragment ampfifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der NuWeottdsequenz eines derartgen 
M Fragments* ermfiglicht eine unabhtagige Bestimmung der Aminoslur*Sequenzc tea ^ ^en* «r 
daTas kodlert Die mittels der PCR em&Michen cDNA^ragmente kflnnen eben(^ wie bereltt rardte 
Oligonufcleotida selbst beschrieben. nach bekannten Methoden rum Aufsuchan von fur TNF-BP kodierende 
NukMnsfiuresequenzen enthaJtenden Klonen aus cONA- bzw. genomische DH ^*"^™^^°°, 
Solcha Nukleinaauresequenzen kBnnen darm nach bekannten Methoden sequenziert warden [ASH. Aufgiwd 
» der so berfmrmen wie der tQr bestimmte Rezeptoren berate 

Teilsequenzan. die fOr ISsilche TNF-BP-Fragmente kodferen. bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 

derGesamtsequenz herausgeschnrtten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz odor solche Tellsequenzen kflnnen dann mittala bekannter Methoden In Im Stand 
dar Technik beachriebene Vektoren zu deren VervWttlttgung wie Expression in Prokaryoten Integnert 
ao warden [421 Geeignete Prokaryotlsche Wbtaorganismen stellen belspielawelse gram-negative wle gram- 
SenZTe be^weiee E. coll Sflmme. wle E. coM HB 101 [ATCC Nr. 33 694] Oder E. coti 
W31 10 [ATCC Nr. 27 3251 odar B. subtlOa Sflmme dar. 

Weiterhin konnen erflndungsgernasse NukWnsaureaequenzen. die fOr 
Fragmenta tadleren. in geelgnete V.ktoren zur Vermehrung wle Expreaston ,n r^?S^^S' 
as wie beispielsweise Hete. Insekten- und SSugerzeBen. mittala bekannter Methoden Integrlert werden. 

Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in SSuger- wie tnsektenzellen. 

Bn typischer Expression***** ftlr Saugerzellen entMMt ein afflzienteePro^elemen^ eine gute 
TranskrlpWata zu erzieten. die zu exprtmterende DNA-Sequenz und SignaJe IQr eine 
tlon und Polyadenyierung dea Tranakrlpts. Weitere Bamante. die verwendet ^ 
40 'Enhancer", welche ru nochmals verstarkter Transaction fOhren und Sequenzen. wefche ^~J^ 
Halbwertazeit der mRNA bewbken kflnnen. Zur Expression von NukWnsSures^uer^njk^en das ertfo- 
oenefurein Signaipeptid kodierende Sequenzsttk* fehlt kSnnen ^^^^^^^ 
oeetanete SeaMmzen die fur SkjnalpeptMe von anderen bekannten ProtBmen kotflerea enthaJten. Siehe 

48 Sharma. S. et aL in -Current CotnmiirtcatSne in Molecular Biology', edt by Gethlng. MJ„ Cold Spring 

^r£^a££ 21 eine tr-istente Expression erner besHmmten DNA-Sequeru^ Saugerzel- 
,en Z^~<^****» den R^k^onsursprung dea SV40 ^^^edaa^^ 
Virus axprWeren, (z.8. COS-Zellen). warden dlese Vektoren stark vermahit Bne vcrtberg^ende Expnn- 
ao s^isTSerrlcM auf COS-Zeflen beechriSnkt Im Prlnzip kann Jade transfektierbara Saugerzefllrae hierTOr 

Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer dM "major JZ££J*£ 
(humanar Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats') von ^^^J^fJ^^" ^ 
mZi MSTesk8nne« aber auch SlgnaJa von zellularen Genen. wle 2.B. die Promotoren des AWn- 

" ^^^'^cTSSi. Zen***, die d.e spezlflsche ON^Sequanz im Genom 
(ChrcSS i^^^mahen werden. Hi^rzu wird dia ^f^S^^^ 
Ulektlerbaren Marker. z.B. Neomycin. Hygromycin. OlhydroteW-Reduktaae (dhfr) odar Hypoxanthln- 
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Quanin-Phocphonbosyttransferasa (hgpt) kotransfoktiert Oi stabil ins Chromosom eingebauts DNA-Se- 
quenz kann auch noch stark vermehrt w rden. Ein geeigneter Selektionsmarker hiarfOr ist beispi isweise 
dl ahydrofoiatftoduktase (dhfr), Sgugerzeilen (z.B. CHOZeilen), w Idle kein intaktes dhfr-Gen entbaitan. 
warden Nertoel nach arfoigtar Transfektfon mit steigenden Mengen von Mettotrexat inkubiert Auf diese 
5 Weise kfinnen ZelOnlen erhattan warden, welche mehr als tausend Kopien der gewOnschten DNA-Sequenz 
enthatten. 

Sa*ugerzellen. welche fOr die Expression verwendet werden kdnnen, sind z.B. Zelten der menachlichen 
Zelllinten Hela (ATCC CCL2] und 293 [ATCC CRL 15731 sowie 3T> [ATCC CCL 183] und L-Zellen, z.B. 
[ATCC CCL 148], (CHO)-Zellen [ATCC CCL 61], BHK [ATCC CCL 10>Ze«en sowie die CV 1 [ATCC CCL 

io 70]- und (fie COS-Zellltnien [ATCC CRL 1650. CBL 1651). 

Geeignete Expresstonavektbren umfassen beispielsweise Vektoren wie pBCl2M1 [ATCC 67 109], 
pSV2dWr [ATCC 37 1461 pSVL [Pharmacia, Uppsala, Sweden], pRSVCat [ATCC 37 152] und pMSG 
[Pharmacia, Uppsala. Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren stnd de In Bei spiel 9 verwendeten Vektoren 
M pK19" und "pN123*. Dfese kdnnen aus den mit fhnen transformlerten E. coB-StSmmen HB101{pK19) und 

is HB101(pN123) nach bekanrtten Methoden isoHert werden [42]. Diese E. coR-Sttmme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von MOcroorganismen und Zelfeulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 
BRO untor DSM 5761 fOr HB101(pK19) und CMS 5764 fOr HB101(pN123) hintertegt Zur Expression der 
Proteine, die aus einem IdsUchen Fragment von rtfchtWslichen TNF-8P und einem Immunglobullnanteil, d.h. 
alien Domflnen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Katie, bostshen, efgnen slch 

20 beaonders pSV2 abgeleltete Vektoren wie beispielsweise von German, C. fn "DMA Cloning" [Vol. IK, edt von 
Glover, D.M, IRL Press. Oxford, 1985] beschrteben. Besonders bevorzugte Vektoren sfnd die bei der 
Oeutschen Sammlung von MOcroorganismen und Zeilkulturen GmbH (DSM) In Braunschweig, BRO Writer- 
legten und in der EuropSHschen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beachriebenen Vektoren pC04-Hu 
(DSM 5315), pCD4-Hyl (DSM 5314) und pC04-Hr3 (DSM 5523). Besagte Europtleche Patentechrtft wie die 

w in Beispiel 11 angegebenen Iquivalenten Anmektungen enlhaltan auch Angaben bezOglich der weitaren 
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chlmlren Proteinen (slehe auch Beispiel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fOr die Expression von solchen chimflren Proteinen mit andaren tmmungtobuBn- 
anteilen. 

Die Art und Welse wie die Zelten transfektlert werden hangt vom gewihtten E xpr e ss ions- und 

jo Vektorsystem ab. Bne Uebersicht Ober dese Methoden findet man z.B. bei Pollard at ai.. "DNA Transfor- 
mation of MammaSan Ceils" In "Methods in Moiecutar Btotogy" [Nucleic Adds Vol. 2. 1984, Walker. J.M., 
ed, Humana, Ctifton, New Jersey]. Wettare Methoden ftndet man bei Chen und Okayama ["rflgh-Eflteiency 
Transformation of MammaSan Cells by Ptasmid DNA*, Molecular and Ceil Biology 7 , 2745-2752, 1 967] und 
bei Feigner [Feigner et aL, "Upofectin: A highly efRdent, fipid-mediated DNA-transfcction procedure". Proa 

ss Net Acad. Sd. USA 84 , 7413-7417, 1987]. 

Zur E xpre ssi on in Insektenzeilen kam das Bacutovtrua-Brpreeaions-Systerrn welches schon fOr die 
Ex pres si on einer Reihe von Prote in en erfolgreich eingeaetzt worden ist (fOr efne Uebersicht siehe Luckow 
and Summers, Bio/Tec h nology 6 , 47-55, 1988). verwendet werden. Rekombinante Protetne kdnnen 
authenitsch oder als Fusfonsprotaine hergestem warden. Die so hergestaltten Protelne kdnnen auch 

40 modHlzterL wie be is pielsweise gtykosyflert (Smith et aL, Proa Nat Acad. Sd. USA 82 , 6404-6408. 1987) 
seln. FOr de HerstBilung einee nakombinanten Bacutovima. der das gewOnschte Protein exprkniert 
verwendet man einen sogenermten Transfervektor". Hierunter verstsrtt man ein PlasmkL welches die 
heteroioge DNA-Sequenz unlar der Kontrolle einee starken Promoters, z.B. dem des Potyhedringens, 
enthaJt wobet deee auf bekfon Soften von viraien Sequenzen umgeben 1st Besonders bevorzugte Vektoren 

45 stnd dein BsJapM 10 verwendeten Vektoren "pN113", "pNH9* und "pN124\ Diese kdnnen aus den mit 
thnen UansiuimieitBn E. cdhSttmmen HB101(pN1l3). HB101(pN119) und HB101(pN124) nach bekanrtten 
Methoden teoiart werden [42]. Dieee E. col-Stimme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von fcfeoorgariamen und Zeflkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD, unter DSM 5782 fur 
HB101(pN113K D6M 5763 tOr H8101(pN119) und DSM 5765 fOr HB101(pN124) hkiterlegL Der Trarafervek- 

so tor wkd dam^zusarnmen mit DNA des Wildtyp-8aculoviru8 in de Insektenzeilen transfektlert Die ki den 
Zellen durch homofoge Rekombinatlon errtstehenden rekombinantan Vlren kdnnen dm nach bekarmtan 
Methoden identffiziert und isoeart werden. Eine Uebersicht Qber das Baculovtrus-€xpressionssystam und 
der dabd verwendeten Methoden ftndet man bei Luckow und Summers [52]. 

Exprfmierte TNF-BP wie ihre nichfldsBchen oder Idsltchen Fragments kdnnen dam nach kn Stand der 

55 Technik bekanrtten Methoden der Proteinchernie, wie beispielsweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der ZeNmasse oder den KuiturQberstflnden gereidgt werden. 

Die erfindungsgenulss erhaltenen TNF-BP kdnnen auch als Anttgene zur Erzeugung von poly und 
monddonalen Antfkfirpem nach bekarmten Methoden der Technik [44,46] Oder gem8ss dem in Beispiel 3 
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beschriebenen Verfahren verwend t werden. Solch Antikorper, insbesondere monoMonal Antikdrper 
gegen die 75 kD-TNF-8P-SpezJes, sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Ertindung. Solcbe gegen 
die 75 kO TNF-BP gerichtete AnHk0rper kflnnen durch dem Fachmann geiaufige Modifikationen des in den 
Beispieien 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isolierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemSsser TNF-BP fUr TNF (K*-Werte in den Grb> 
senordnungen von 1<T* - 1~ 10 M) kannen diese oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweia von 
TNF in Serum oder anderen KttrperfflJsaigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden. 
beiapielsweise in Festphasenbindungstesta oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikdrpem in sogenannten 
"Sandwich'-Tests. eingesetzt werden. 

Im Obrfgen konnen enlndungagemlsse TNF-BP einersete zur Reinigung von TNF und andereraeita 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. ^ . . 

Die erfindungagern^ssen TNF-BP sowie deren physiologisch vertnlgBche Salze. die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergeateilt werden kdnnen. kdnnen auch zur Hersteilung von pharmazeuii- 
schen Prapa/aten, vor allem sotehen zur Behandlung von Krankheiten, bei deren Vertauf TNF invohrfert 1st 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen. falls wUnschenswert bzw. 
erforderiich in Verbindung mit anderen pharmazeutiech aktiven Subatanzen, mit den Obttcherwelse verwen- 
deten festen oder ftUssigen TrSgecmateriaiien in bekannter Weise verarbettet werden. Die Dosierung soicher 
Praparate kann unter BetfdcsWitJgung der Ublicben Kriterien In AnaJogie zu beretta verwendeten Pripara- 
20 tera^Bchef AktMtftiurHJStruto 

Nachdem die Ertindung voratehend ailgemein beschrieben worden 1st sollen die foigenden Betspieie 
Enzeiherten der Ertindung veranschaultchen. ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschnlnkt 
wird. 

zs 

BetspieM 



ao Nachwets von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Ftltertest mit humanem raolo-jodiertem ,a l-TNF nachgewfesen. TNF 
(4647) wurde mit Na'» I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und todo-Gen (#28800. Pierce 
Eurochemle. Oud-Beiiertand. Nledertande) nach FraJcer und Speck [48] radtoaktiv maWert Zum Nactiwete 

35 der TNF-BP wurden isofierte Membranen der Zeilen Oder ihre soiubrtsterten, angerefcherten und gereinig- 
ten Frakbonen aid angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u. BioRad, Richmond, California, USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden darm in PuffertCsung mit 1% entfettetem Mitehpulver btocWert und anschllessend mft 
5 # 10* cpm/ml ia l-TNFo (0>1.0 # 10 > cpm/Ug) in zwei Ansatzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
marldertem TNFa inkuttert gewaschen und luftgetrocknet Die gebundene Racfloaktrvitat wurde autoracflo- 

40 grapNach seniiquantttativ nachoewieaen Oder in einem ^Counter gezahlt Die speziflscne 125 l-TNF-cr 
Bindung wurde nach Kbrrektur fQr unspeziflsche Bindung in Anwesenheit von unmarldertem TNF-a im 
Ueberschuss ermhm Die spszHtecr* TNF-Bindung im Rltertest wurde bei verschiedeoen TNF-Konzentra- 
tionen gemeasen und nach Scatchard analysiert [33]. wobei ain K^Wect von -10"*-10- 10 M ermittelt wurde. 

45 BeispW 2 



so Zellextrafcts votvHl-60-Zeiten 

HL80 Zelten [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experirnentettem Labormasatab in einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCOKataJog r*. 074-018001 das noch 2 gfl NaHCOs und 5% Wtales Katberserum enthteft, in 
einer 5% COa-Atmospnare kuWviert und anschBessend zentrtfugtert 
sa Zum Erzieten hoher ZelWichten in technischem Masatab wurde folgendermassen verfahren. Die 
ZDchtung wurde in einem 75 I Alrtlftfermenter (Fa. Chemap. Schwete) mit 58 1 M"*^™*"^^ 
WertOr wurd das Kassettanmembransystem "PROSTAK" (MilHpore. Schwetz) mit elner Wo^bra^e 
von 0 32 m 2 (1 Kassette) in den iusseren Zirkulationskreislaut integriert. Das Kutturmecflum (siehe Tabeiie 
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1) wurde mtt einer Watson-Martow Pumpen TYP 6C3U, mit 5 l/min. umgepumpt Nach eln r DampfsteriHsa- 
tion dor Anfagan wobeJ das "PROSTAK" System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zellen aus ein m 20 I AJriiftfermenter (Chemap) gestartet Dfa 
ZeNzUchtung 1m Impffermenter erfolgte im konventionellen Batchverfahren tn dam Medium gemdss Tabelie 

5 1 und ainem Startzelimer von 2x10* ZeltecVml. Nach 4 Tagen wurda dar HL60 Ansatz rnft einem Titer von 
4.9x10* ZeitecVml in den 75 I Fermenter (jberfuhrt Der pH-Wert wurde bei 7,1 und der pOa Wert bef 25% 
saitigung gehalten, wobei dar Sauerstoffetritrag durch elne mikropordse Frttte erfolgta. Nach anfanglicher 
Batchfemnentatton wurde am Z Tag die Perfusion bei einem Zelttter von 4x10* Zetlen/ml mrt 30 I 
Medlumsaustauach Pro Tag gestartet Auf der Rltratsette der Membran wurde das kondHtonierte Medium 

io abgezogen und durch den Zulauf von frfschem Medium arsetzt Oaa Zulaufmedtum wurde wfe fdlgt 
verstflrkt Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von 5 mM auf 6 mM und Qlucose von 4 g/1 auf 8 g/L 
Die Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 I Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 1 Medium/Tag 
erhdht Nach 120 Stunden der kontmutertichen ZOchtung wurde dte Fermentation beendet Unter den 
gegebenen Farmentationsbedlngungen erfolgta exponentieiles Zelrwachstum bis 40x10* Zeflen/mL Die 

15 Verdopplungszeit der ZeilpoputatJon betrug bis 10x10* Zellen/ml 20-22 Stunden und stleg dann mtt 
zunehmender Zeikflchte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zellen tag wfthrend der gesamtan 
Fermentationszeit bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12* C heruntergekUhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckrnan-Zentrifuge [Modell J-6B, Rotor JSl 3000 rpm, 10 min.. 4*C) 
geemteL 

20 

Tabella 1 



Komponenten Konzentratioaen 

- — — IflZl 

CaCl 2 (waaaecfcet) 112.644 

Ca(M0 3 ) 2 *4H 2 0 20 

CUS0 4 »5H 2 0 0.498*10~ 3 

F6(N0 3 ) 3 »9H 2 0 0.02 

P«S0 4 »7H 2 0 0,1668 

KC1 336.72 

KN0 3 0.0309 

MgCl^ (wasaecfrei) 11.444 



45 
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MaSO^ (vaaserfrei) 
NaCl 

Na 2 HP0 4 (vassecfrai) 

NaH 2 P0 4 #H 2° 
Na 2 Se0 3 *5H 2 0 

ZnSO •IH^O 

4 2 

D-Glucoee 
Glutatbion (red.) 

Hypoxantbin 

Linolalura 

Lipoaslure 

Pbeaolrot 

Putcatcia 2HC1 

Na-Pyruvat 

Tbynidin 

Biotln 

D-Ca-Pantotbenat 

Cbolincblocid 

FolaJUice 

i-Inosttol 

Niaeiaamid 

Ntcottnaaid 

para-Aainobenzoesaure 

Pyrtdoxal HC1 

Pyridoxin HC1 

Riboflavin 

Tbianin HC1 

vitamin B 12 

L-Alaaia 

L-Asparaglna&ure 
L-Agpacagin H^O 

L-Argiain 
L-Arginin HCi 
L-Aspartat 



68,37 
5801.8 
188.408 
75 
9.6*10" 
0.1726 

4000 

0.2 
2383.2 
0.954 
0.0168 
0.042 

10.24 
0.0322 

88 
0.146 
0.04666 
2.546 
5.792 
2.86 

11.32 
2.6 

0.0074 
0.2 

2.4124 
0.2 

0.2876 

2.668 

0.2782 

11.78 
10 

14.362 
40 

92.6 
33.32 



9 



EP 0 417 563 A2 



L-Cystin 2HC1 

L-Cystein HC1#H 2 0 

L-Glutarainslure 

L-Glutanin 

L-Glycin 

L-Histidin 

L-Histidin HCltH 2 0 

L-Hydroxypyrolin 

L-Isoleucin 

L-Leucin 

L-Lysin HC1 

L-Methionin 

L-Phenylalanin 

L-Prolin 

L-Serin 

L-Threonin 

L-Tryptophan 

L-Tyroein»2Na 

L-Valin 



62,04 

7.024 
36,94 
730 
21.5 
3 

27,392 
4 

73.788 
75.62 
102.9 
21.896 
43.592 
26.9 
31.3 
53 

11.008 

69.76 

62.74 



Penicillin/Streptomycin 

Insulin (human) 

Tranferrin (huaaa) 

RindersecumalbuoUn 

Priamone RL (Sheffield Products, 

Nocwlch MY. USA) 

Pluronic F68 

(Serve, Heidelberg. BHD) 

FStales Mlberserua 



100 u/ml 
5 ug/ml 
15 ug/nl 
67 uq/ml 

0.25% 

0.01% 
0,3-3% 



Das Zantrttugat wurde mrt laotonam Phosphatpuffsr (PBS; 0.2 g/1 KCI, 0.2 g/1 KH2PO4. ao p/l Nad, 2.16 
gyl NaaHPCW 7H*0), der mtt 5% Olmeftyttormamfcl, 10 mM BanzamWin, 100 Eftnl AprotfnJn. 10 uM 
Leupeptin. 1 uM Pspstatfn. 1 rnM o-Phananthfofin. 5 mM Jodacatamid. 1 mM Phanylmattiylautfbnylfluorid 
versatzt war 0m folgandan ats PBS-M bezatchnst). gewaschan. Ots gawaschenen ZaDen wurdan be) einar 
Otchts von 2,5M<* ZsUanAnl in PBS-M mH Triton X-100 (Endkoruantrstfon 1,0%) extrahlart Dar ZaUaxtrafct 
wurde durch Zentrffugatlon gektirt (15000 x g, 1 Stunde; 100000 x g. 1 Stunda). 



BelspieO 
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Hers teliung von monotdonalen (TNF-BPhAntikSrpem 

Sn gemftss Beispiel 2 erhaltener ZentrifugatJonsUberstand aus Kuftivierung von HL60-Zellen im 
experimerrtellen Labormasstab wurde im Vorhaijtnts 1:10 mit PBS verdUnnt Der verdUnnte Ueberstand 
wurde bei 4* C auf dine Sttule aufgetragen (Flussrate: 0.2 ml/min.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Rad 
Katalog Nr. 153-6099). an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a [Pennica, 0. at at. (1984) Nature 312 , 
724; Shiral. T. et al. (1985) Nature 313 , 803; Wang. A.M. et al. (1985) Science 228 . 149] gem*ss den 
Empfehlungen dee Herstellers gekoppelt worden war. Die Sdule wurde bei 4*C unff einer Durchfiussrate 
von 1 ml/min zuerst mit 20 ml PBS. das 0.1% Triton X 1 14 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 
So angereicnertes TNF-BP wurde bei 22* C und einer Flussrate von 2 ml/mln mit 4 ml 100 mM Glycin. pH 
2.8. 0.1% Decylmaitosid ekiiert Oas Eluat wurde in einer Centricon 30 Bnheit [AmiconJ auf 10 ul 
tconzentriert 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 al vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt Je 10 ul der Emulsion wurden gemaas dem von Holmdaht. R. et al. [(1985), J. Immunol. Methods 
83 379] beechrtebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 in eine hintere Fuaspfote einer narkctisierten 
Balb/oMaus insert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getOtet der popltteale Lymphknoten herausgenommen. 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM. GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/1 NaHCOj enthielt durch 
wiederhottes Plpettferen suspendiert Gemasa einem modfflzlerten Verfahren von De StGroth und Schel- 
degger [J. ImmunoL Methods (1980). 35 . 1] wurden 5x1 0 7 Zellen des Lymphknotens mit SxlO 7 PAI Maus- 
Myetomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 217, MaJ 1982, 155-157). die steh in logarithm!- 
schem Wachstum befanden. fusiordert. Die Zellen wurden gemischt durch Zentrtfugatton gesammett und 
durch letehtee SchQttein in 2 ml 50% (v/v) Poryethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur reeuspendlert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Mlnuten vorsichtlgen SchOttelns verdOnnt Die 
Zellen wurden durch Zentrtfugatton gesammeit und in 200 ml vollstandigern Meolum pMEM + 20% rotates 
Kafcerserum. Glutamin (Z0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM). 100 UM Hypoxanthine, 0.4 uM AminopterK 
ne und 18 uM Thymidine (HAT)] resuspenolert Die Suspension wurde auf 10 GewebekulturschaJen, die 
jeweils 96 Vertiefungen enthietten. verteM und ohne Wechsei des Mediums beJ 37 C in einer Atmosphere 
von 5% CO* und einer relatfven LuftfeuchOgkeit von 98% 11 Tage lang inkubiert 

Die AntikSrper zaichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf ole TNF-Bindung an HLfiO-Zelten 
Oder durch Ihre Blndung an Antigen im Filtertest gemfiss Beispiel 1. Zum Nachwels der bfotogischen 
AktMtftt von anti(TNFBP)-Antik3rpem wurde foigendermassen verfahren: 5x10* HL80 oder U937-Zeilen 
wurden in vollstflndgem RPMI 1840 Medium zusammen mit affinrtitsgereirugten monoWonalen antKTNF- 
BPVAntikfirpem oder Kontroilantikdrpem (dJt. solchen. de nlcht gegen TNF-BP gerichtet smd) In einem 
Konientraikjnsberelch von 1 ng/ml bis 10 ug/ml Inkubiert Nach einer Stunde Inkubation bei 37 C wurden 
die Zellen durch Zentrtfugation gesammeit und mit 4,5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandlgem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2). das zusHtziich 0.1% Natriumazid und ^KTNFa (10* 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarWertem TNFa (s.o.) enthielt resuspendtert. Die speziftsche 
Radtoektrvitai des ^l-TNFa betrug 700 CVmmoi. Die Zellen wurden 2 Stunden bei 4 C Inkubiert 
gesammeit und 4 mat mit 4,5 ml PBS, das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (FWca) enthielt bei 0 C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene RadtaaktJvttflt wurde in einem r-SclrrtiHettorte-zahler gemessen. In 
einem vergWchtwen Experiment wurde die zellgebundene Radtoaktfvittt von Zellen, die nteht mit an* 
(TNF-BPMntDcdrpern behandeit worden waren, bestlmmt (ungetahr 10 000 cpnvSxlO* Zellen). 



Beispiel 4 



Affln^tschroffUjtographie 

FQr die weitere Reinigung wurden Jeweils ein gemSss Beispiel 3 erhaltener morickionaler antl-<55 tf) 
TNF-BP)-Antikfirper (2,8 mg/ml Gel). TNFa (3,0 mg/ml Gei) und RlnderserumeJbumm (BSA. 8.5 mg/ml Gel) 
gemlss den Vorschritten des HersteBers kovalent an CNBr-aWvterte Sepharose 48 (Pharmacia, Uppsala, 
Schweden) gekoppelt Der gemass Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurde Ober die so hergestaflten urxJin 
der foigenden Reihenfolg Wntereinanc^rg^schaiteten S3ulen geleitet BSA-Sec*arose-Vorsauie. Immunaffl- 
nitfitssdule [Anti-(55 kO-TNF*PhAntiWrperl, TNF<HJgand-AffinWtssaule. Nach vollstandlgem Auftnflwur- 
den die beiden letrtgenanntan Saulen abgetrerwt und einzein fOr steh mit je 100 ml der foigenden 
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PufferiCsungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprobnin; (2) PBS, 
0.1% Triton X-100, 0,5M Nad, 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin, 100 fcVml Aprotinin; und (3) PBS. 0,1% 
Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E'ml Aprotinin. Sowohl dl Immun- ais auch die TNFo-Ugand- 
Afflnrtltsaluls) wurden dann mil 100 mM Glypn pH 2.5. 100 mM NaCt, 0,2% Oecylmaltoaide. 10 mM 

5 Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fQr sich eluiert Die im Rltertest gemlss BefapleJ 1 aktiven Fraktionen 
jeder Slute wurden danach jeweits vereint und mit 1 M Tris pH 8.0 neutralisiert 

Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionen der ImnrMjn-Affinitabchromatographia einersefts und der 
TNFa-Ugan^Affinitfitschrornatogniphie andererseits wurden zur weiteren ReinJgung nochmais auf je etna 
kieine TNFo-Ligand-Afftnitltsslule aufgetragen. Oanach wurden dieae beiden Slulen mit je 40 ml von (1) 

to PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS. 0.1% Triton X-100, 0.5M Nad. 
10 mM ATP. 10mm Benzamkfln, 100 ©ml Aprotinin, (3) PBS, 0,1% Triton X-100. (4) 50 mM Tria PH 7.5, 
150 mM NaO, 1.0% NP-40. 1.0% Descxycholat 0.1% SOS. (5) PBS, 0,2% DecylmaJtoaid gewaschen. 
Anschliessend wurden die Sluten mit 100 mM Glydn pH 2.5, 100 mM NaCI, 0,2% Decylmaltosid eluiert 
Fraktionen von 03 ml von jeder Slule wurden fQr sich gesammett und cfle gemlsa Rtertest (Beispiel 1) 

;5 aktiven Fraktionen von jeder Slule jeweila fQr sich vereint und in elner Centrlcon-Snheit (Am icon, 
MoiekuiargewKfits-Ausschlusa 10000) aufkonzentriert 



Beispiel S 

20 



Auftrennung mittela HPLC 

25 Die gemlss Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemlaa ihrer unterschiedtichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand-Affinitfltachromatographle) jeweila fOr sich auf C1/C8 Umkehrphaaen-HPLOSduien 
(ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Triftuoresslgslure. 0.1% Octytgiucoaid equMbrfert worden 
waren, aufgetraQen. Die Slulen wurden dann mit einem linearen AcetonttriWaradlenten (0-60%) im gleichen 
Purler bei einem Ruaa von OS ml/min eluiert Fraktionen von 1.0 ml wurden von jeder Slule gesammett 

30 und die aktiven Fraktionen von jeder SSule fQr sich vereint (Nachweia gemlss Beispiel 1). 



Beispiel 6 

3S 

Auftrennung mittela SDS-PAQE 

Die gemlsa Beispiel 5 erhaltenen und gemlss RttertBst (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden dutch 
40 SOS-PAGE gemlss [34] waiter aufjgetrermt Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
Minuten auf 95* C erhitzt und anschSeseend auf einem 12% Acrylamld-Trenngel mit einem 5%tgen 
Sammelgei eJektrophorettoch aufgetrennt Ala Referenz zur Bestfmmung der scheinbaren Moiekuiargewichte 
auf dem SOS-PAGE Gel wurden <fie fblgenden Schproteine verwendet Phosphorytase B (97,4 kO), BSA 
(88,2 kOK OvaJbumin (42.7 kO), Catboanhydrase (31,0 kO), Soya Trypsln-lnhibitor (21,5 kO) und Lysozym 
40 (14,4 kOV 

Umer den ge na mten Bedtngungen wurden fQr Proben. die gemlsa Beispiel 4 durch TNFnrUgandenaf- 
nnitatschfo mato y a phie von Immurtaiflrtftltschrom^^ erhaiten und durch HPLC gemlss Bei- 

spiel 5 weft* aufgetrennt worden waren. zwei Banden von 55 kO und 51 kO sowie drei schwSchere Banden 
von38kD. 36kOund34kO erhaiten. Dlese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BJoRad. 

so Richmond. CaWomte. USA) eiektrophoretfsch wlhrend 1 Stunde bei 100 V In 25 mM Trie, 192 mM Glydn, 
20% Methanol auf etne PVT)r^Membran (Immobile*. Millpore. Bedford, Mast. USA) transferiert Oanach 
wurde d» PVW-Membran entweder mit 0,15% Serva-Blau (Serve, Heidelberg. BRD) in 
MethanolWassefyBseesig (S0V4O10 Volumenteile) auf Protein geflrbt Oder mit e n tfett e tem Mllchpurver 
btockiert und anschBessend zum Nachweia von Banden mit TNF-BP-Aktfvitit mH 1J5 l-TNFo gemlss den In 

so Beispiel 1 beschriebenen Rltarteslbedingungen inkubiert Dabei zeigte sich, dass alle in der Proteinfflrbung 
zur Oarstellung gelangten Banden spezHlscn TNFa banden* Alle dieee Banden banden Im Western Blot 
nach Towbin at al. [38] auch den gemlsa Beispiel 3 hergestettten monoktonalen AnWSkO-TNF-BP- 
Antikdrper. Dabei wurde ein gemlsa dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mit Na ,a I radoaktfv 
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martderter, afflnitltsgeretnigter (MausimmunQtobulin-Sepharose-4B-Afflnitftt3s9u!e) Kaninchen-anti-Maus* 
Irnmunoglobulln-AntiWJrper zum autoradlographischen Nachweis dieses Antlkfirpers eingesetzt 

Proben. die gem&ss Beispiel 4 durch zweimalige TNF-orUgandenaHlnitStschrornatx)graphi8 des Durch- 
laufs der lmmunafflnita*tschrornatographie erhaiten und durch HPLC gemflss Beispiel 5 wetter aufgetrennt 
worden waren, zetgten unter den oben spezlflzierten SDS-PAGE- und Btottranafor-Bedlngungen zwei 
zusitzliche Banden von 75 kO und 66 kO, die beWe im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im 
Western Blot gemiss Towbin et ai. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mlt dem 
gemass Beispiel 3 hergesteilten antl-(55 kO TNF-BP)-Antikfirper. Sle reagierten ailerdiogs mit eirtem 
monoWonalen AntiWrper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kO TNF-BP-Antikdrper) gemass 
Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 



AmirK>s3uresequenzanaiyse 

Zur Aminos*ureeequeflzanaryse wurden die gem&ss Beispiel 5 erhaltenan und gemfisa Rltertest 
(Beispiel 1) akttven Frakttonen mittets der in Beispiel 6 beschriebenen, mm jedoch reduzierenden. SDS- 
PAQE Bedngungen (SDS-Probenpuffer mlt 125 mM DHhtothreHoO aufgetrennt Es wurden die gleichen 
Banden wie gemfiss Beispiel 8 gefunden, die allerdinga auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 atte urn etwa t-2 kO Where Moietailargewtehte zelgten. Dlese 
Banden wurden dartn gemfiss Beispiel 6 auf PVDF-Mernbranen Qbertragen und mlt 0,15% 35 Serva-Blau in 
Melhanol/Wasser/Elsessig (50/40/10 Volumenteite) wfihrend 1 Minute gefflrbt mit Methanoi/Wasser/Bsessig 
(45/48^7 Volumenteile) entflrbt mit Wasser gespQtt. luflgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bet sfimtfl- 
chen Schritten wurden zur Vermeldung von N-termtnaler Btodcierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedngungen eingeheJteru Zunfichst wurden die gerelnJgtBn TNF-BP unverfindert zur Arrdnosluresequen- 
zierung eingesetzt Urn zusteiche Sequenztaformatlon zu erhaiten. wurden cfle TNF-BP nach Reduktfon 
und S-CarbQxymethyBerung [Jones. B.N. (1988) In "Methods of Protein MlcrocharactertsatJon-. J.E. Shivery, 
ed., Humana Press. Clifton NJ. 124-125] mit Bromcyan (Tarr. Q.E in "Methods of Protein Mterocharacterl- 
satton\ 165-188. opxit). Trypsin undtader Proteinase K gespattan und (ie Peptide mtttels HPLC nach 
bekannten Methoden der Protelnchemie aufgetrennt So votbereitete Proben wurden dam in einem 
automatisierten Gaspliaser>M8awquenzier-Qerat (Applied Biosystems Modefl 470A, ABL Foster City. 
Calif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Amirtcrtureanarysator (Appfted 
Biosystems Modell 120. ABl a.o.) sequenziert wobel tfe telgenden Aminosiiuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1 ., FOr (fie 55 kD-Bande (gemiss nichtreduzierender SDS-PAQE): 

Leu-Vai-Pro-His4^u^ly-Asp-Arg^lu^ 

Asn-SeMIe, 

und 

Ser-Thr-Pro-Qlu-Lys-Glu-Gry^^ 

wobei X fQr einen Aminosfiunmst stent der nicht bestimmt werden konnte. 

2. FOr die 51 kO und cfle 38 kD-Banden (gemiss tftfrtreduzierender SDS-PAQE): 

Leu-Vai-Pro-«s-Lsu^AsP-Ar^u 

3 M FQr ale 86 kD-Bande (gemiss rilcMreduzierender SDS-PAQE): Bel der M-terminaien Sequenzterung 
der 85 kD Bande wurden bis zun 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequeroen ermittelL Da 
eine der beiden Sequonzen einer Teilsequenz des Ubiqurtfns [38,37] entsprach, wurde fOr dto 85 kf> 
Bande die foigende Sequenz abgeieitet 
Lsu-Pro-Ate^Vai-AlarPrtt-X-PfO-T^ 

wobei X fOr einen Aminosdurerest stent der nicht bestimmt werden konnte. 
Weftere Peptkteequenzen fQr 75(65)kOa-TNF-BP wurden bestimmt 
tle-X-Pro-Gry-Phe-Qly*VaJ-A^ 
und 

Ser-GlrM^u^UMhr-Pro-GU*-?^ 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn^ln-Pro^ln-AU-Pn>-Qly-Val-Glu-Ala-Ser-<3ly-Ala-Gly-<3lu-Ala 
und 

Leu-Cys- Ala-Pro 
und 

Val-Pro-His-Uu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser^ln-Q^-Pro-Glu-QIn-Gln-X-X-Leu-IIe-X-Ala-Pro 

wobei X fOr einen AminosSurerest stent der nicht bestlmmt warden konnte. 



Beispie<8 



Bestimmung von Baaen-Sequehzan von komptementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosfluresequenz gemiss Fbrmel lA wurden untar BerQckaichtigung das 
genetischen Codes zu den Amlnosfiureresten 2-7 und 17-23 ertsprechende, voilatftndig degenerierte 
OftgonudeotMe in geeignetar KomplementariUit synthetisiert ("sense" and "emlaenae" Oligonucleotide). 
Totale zeUuiare RNA wurde aua HL8f>Zelten laottert [42 t 431 und der cONA-Strang durch Otlgo-dT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antlsenae* Ollgonudaotid mitteis etnas cDNA-Synlneee-Wt* (RPN 
1256. Arnersham. Arnersham. England) gemass der Anleitung des Herstellers synthetisiert Dleeer cONA- 
Strang und die betden synthetWerten degeneriertsn "sense* und "anti-sense* Olgonucieobde wurden in 
ainer Polynwaae-Kettenreaktion (PCR. PerWn Elmer Cetua, Norwaflc. CT, USA gemftss Anleitung dee 
HemteOers) dazu verwendet die fOr cfte Amirwsaure-Reste 8-16 (Fbrmel IA) codierende Baseeequenz ate 
cDNA-Fragment zu synthetfsieren. Die Basensequenz dtosee cONArFragmentea lautet 5- 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3' . Dieses cONA-Fragment wurde aia Probe verwendet um nach 
bekanntan Verfahren einen Kir das 55 kD TNF-6P coderenden cONA-Kton in einer xgt11-cONArGenbanlc 
von menschflcher Placenta zu Identiflzteren (42,43). Dieser Won wurde dann nach Qbtfcnen Metnoden aua 
dem X-Vektor geschnitten und in cfie Ptasmide pUC18 (Pharmacia. Uppsala, Sweden) und pUCl9 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mpl9 Bacteriophagen (Pharmada, Uppsala, 
Sweden) kkriert (42.43). Die NukteoHdsequenz dieses cONA-Ktone wurde mil einem Sequenase-Wt (U.& 
Biochemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Hersiailers bestlmmt Die NiAleotMsequenz 
und die daraus abgeWtetB Amlnosfiuresequeru fOr das 55 kO TNF-BP und deseen Slgnalpeptid 
(AminosSure "-28" bis Aminosaure *0") iat in Figur 1 mrtteia der im Stand der Technik Obflchen 
AbkQrzungen fOr Basen wie Aminosiuren dargestettt Aua Sequenzverglelchen mtt anderen. bererts bekann- 
ten Rezeptorprotelr*equenzen lessen sich ungefShr 180 Amlnoafturen enthaltende WermmaJe wie 220 
Aminosiure enthaltende Oterminate Domanen. ole von einer nach den Seo^enzvergtefchen typiachen 
Trajisrnembran-togton von 19 Aminosiuren (in Rgur 1 unterstrichen) getrenm warden, bestlmmea Hypo- 
theflechs GtykoeyUerungasteilen sind m Figur 1 durch Sterne Qber der entsprechenden Amlnoatture 
gekennzeichnet 

im weaentichen analoge Techniken wurden dazu eingeeetzt 75785 kO TNF-BP codierende ParHeile 
cDNA-Sequenzen zu identfflzleren. wobei ailerdinga in diesem Fan gemmiache humane DNA und von 
Peptid I1A jbuotoiUilon vollstandfg degenerierte 14-mere und 15-roere "senea" und "antisense" OBgonu- 
deotfde verwendet wurden, um eine primire. 26 bp cONA-Probe in einer Polyrneraae-KettenreeJdton 
herzusteflen. Dleee cONA-Probe wurde dann dazu verwendete In einer HL-60 cONArBfoeothek cDNA-KJone 
von vei aU eadaner Llnge zu kjentfflzteren. Dteee cONA-BWothek wurde mitteie isoierter HL80 RNA und 
etnem cONArfOorierungeWt (Amersham) nach den Angaben des HersteRera hergeetefft Die Sequenz einea 
soichen cONA-Mone 1st in Rgur 4 dargesteltt wobei nochmafige Sequenzierung zu tolgender Kbrrektur 
fOhrte. An Stale dee Serine In Position 3 muss ein Threonin daa von "ACC" nicht von TCC" kodJert wird. 
suBnenu 
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Expression in COS 1-Zelten 
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FOr die Expression In COS-Zeflen wurden Vektoreo ausgehend von dem Plasmid "pN11* konstruiert 
Das Plasmid "PN11* enthait den efflzienten Promotor und Enhancer d s "major immediate-early" Gens 
des menschllchen Cytomegalovirus ("HCMV: Boshart et al.. Cell 41 , 521-530. 1985>. Hinter dem Promoter 
beflndet sich erne kurzs ONA-Sequenz. welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthSlt. die nur emmal Im 
Plasmid vorkommen ("Polyilnker"). u.a. die Schnittstellen fQr Hindlll. Ball. BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

PVUII 

5 ' -AAGCTrGOCCAOGATCCASCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 ' 
3 1 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 ' 

Hinter dlesen Schnittstellen befinden sfch drel Translatlons-Stopcodons in alien drel Userastem. Hinter der 
PoryBnkersequefu befindet sich das 2. Intron und das Polyadenyllerungssignal des PnlproinsuBngens der 
Ratte <Lomedico et al.. Cell 18 . 545-558. 1979). Das Plasmid enthait femer den Repflkatkxi airing dea 
SV40 Virus sow!* eln ftagment aus pBR322. das E, coll-Bakterien Amplcilfin-Reaistenz verterfit und die 
Replilcallon des Plasmids in E. coB ermoglieht 

Zur Konstruktton des Expresstonevettors *pN123' wurde dieses PlasmkJ "pN11" mit der Restnktons- 
ondonuklease Pvull geschnitten und an^Bessend mil alkaMsener «*fP^ 
rylierta Vektor wurde danach aus einem Agsrosegel isolert (VI). We S ^berMngenden ^ 
EcoRHjew^nittenen 1 ^fragments der 55 kO TNF-BP-cONA (siehe Beispwl 8) wurden mrt Hrtto von 
Klaoow-Enzym aufgefOllt. Anschlessend wurde dieses Fragment aus elnem Agaroaeoel.sol.ert (F1). 
Danach wurden VI und F1 mittels T4-Ugase mlteinander verbunden. E. coR HB101-Zeilen wurden dann mrt 
dkwem Ugierungaansstt nach bekannten fttottwden [42] tr«wtormiert MB Hlfe von Reetrlkttonwnaly^ 
und ONA-Sequenzierung nach bekannten Memoden [42] wurden Transtormanten identiiaert 0» mft e.nem 
Plasmid transform^ worden waren. welches das 1.3kb EcoRH^agrnent der 55 kD ™r^P-cONA In der 
fOr die Expression Ober den HCMV-Promotor korrekten Orlentterung enthJett Oteser Vektor erhieit <se 

Zur Korwtruktton des Vektors "pK19" wurde folgendermassen vertahren. Bn DNA^mer* welches 
nur die Wr den axtrazellularen Teil des 55 kO TNF-BP codlerende cONA enthait (Am^urw -28 bis Iffi 
gamlss Figur 1) wurde mittels PCR-Technotogle erhaiten (Safkl et al.. Science 230 1350-1354. 1985 
stehe auch Belspiel 8). Die tokjenden OBgonuWeolWe wurden. urn die fOr den extrazefluiaren Tell des 55 kD 
TNF-BP cooTerende cONA aus "pN123" zu ampitaieren. verwendet 

BAMHI 

5 ' -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCrCCAC-3 ' 

A8P718 

3 • -CGTOACTCCTGAGTCCOTOGTOTATTA'tCtCTAOACCATOGCCC-S ' 

Durch dteee 0«gc«jk)eo1loe wurden eberrfaH. rwei Stopkodona der 1*™^^^^"*^ 
' emgefOhrt Ose so ampWUerte rXvVFragment wurde mit Bam* ^J^ B J^^^T^ 
entstandenen Obertenenden Enden mtt HW» des <^^r^j>^em "J*""*"^* 
achtaesend aus elnem A^aroseae! (eoBert 

Transformtfon von E. col HB101. wie bereits ^^^^^J"!^^^ tJr ™ 
Plasmid trarotamtat worden waren. welches das ONA-Fragment In dertOr ^ B^e^ Qb» den 

» H<^-Promotbr korrekten Orterrtlerung .rrthieften. wurden mittela DNA-Seoueruieru* (•«.) tdenUfiziert. 
Das daraus IsoBerta Ptsamtd erhieit die Bewtehnung "pK19*. . 

Tranrfsktlon der COS-ZeOen mit can Ptasmiden -DN123- Oder Wr^"^™^£ 
at veronentichten Up<^ctkx^ethode (Proc. Matt Acad. Sd. ^J^*™-^J*^^ 
Sbnden nach erfokjter TranstekUon wurden die mit "PN^'^^^^^^ST 

• den mit ,J5 HNFa aut Blndung analyslert. Das Resultat der Scatchsr*Analyae [Scatcha^ GUAvu N.Y. 
Acad Sd 51 680, 1949] der so erhaHenen Bindungsdaten (flgur 2A> 1st m Rgur 28 
^Snande^er rTW tran^erten Zelten wurden in * m •^^'^ t ^^^ t 
w«Z PVC-MlcrotHerplaton (Dynatech. Arlington. VA. USA) mit 100 iiVLoch sines Kanlnchen^Maus 
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Immungiobulins (10 ug/ml PBS) sensibifisiert Anschliessend wurde di Platte gewascheo und mit einem 
antf-55 kO TNF-BP-Ant)k5rper, der gemSss Betspi I 3 durch seine Antiganbindung nachgewlesen und 
isoliert wurde, der aber dfe TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert, inkubiert (3 Stunden, 20* C). Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen und Uber Nachtbei 4* C mit 100 al/Loch der KutturOberstinde (1:4 verdOnnt 

5 mit 1% entfeOeter Milchpulver enthatendem Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCt. 5 mM EDTA, 
0,02% Na-AzfcJ) inkubiert Oie Platte wurde entleert und mit 125 HNFa enthaltendem Puffer A (10* cpm/ml, 
100 uVLoch) mit Oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmaiidertem TNF wfthrend 2 Stunden bei 4* C inkubiert 
Danach wurde die Platte 4 mat mit PBS gewaschen, die einzeinen Ldcher wurden auegeachnrtten und in 
einem -rZ&hler gemessen. Die Resuftate von 5 parallels* Transtoktlonen (Sflulen # 2, 3, 4, 8 und 7). von 

10 zwei KontrolKTraitsfelctfonen mit dem pN11-Vektor (SSuten # 1, 5) und von einer Kbntrolle mit HLBO-Zeli- 
tysat (SSule # 8) sind In Fkjur 3 dargestellt 



Beispiei 10 

is 



Expression In Insekten zellen 

20 FUr die Expression in einem Baculovlrus-Expressionssystem wurde von dem PtasmW *pVL941" 
(Luckow und Summers, 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Qenea with Autographa 
cafifomfa Nudear Poiyhedrosts virus Expression Vectors", virology 170 . 31-39) ausgegangen und dieses 
foigendermassen modifbdert Es wurde die einzige EcoRWtastriktkrasdnrttutefle In °pVL941* entfemt 
indem das Ptasmid mit EcoRI geschnitten und die Qberstehenden 5-Enden mit lOenow-Enzym aufgefOIlt 

28 wurden. Das hieraus erhaltene Plasmid pVL941/E- wurde mit Bam Hi und Asp718 verdaut und der 
Vektorrurnpf anschflessend aus einem Agarosegel Isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetlschen 
OBgo n ukteotfd der foigenden Sequenz Hgiert 

BamHI BeoRI Aap7l8 
30 5* - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3* - GTCTTAAGTATTATCCATQ - 5* 

35 E cofl HB101 wurde mit dem Uglerungsansatz transtbrmiert und Transform anten, oie ein Plasmid 
enthielten, in welches das OBgonukleotSd korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restrfctionsanaryse 
und DNA-Sequenzierung nach bekanntsn Metnoden (s.0.) kJentinzJert; oleses Ptasmid wurde "PNR7D4" 
genmt Zur Konstrufctfon des Trartsfarvektors "pN113* wurde oleses Plasmid 'pNRTOV mit EcoRI 
geschntttsn, mit alkalscher Phosphatase behandelt und der ao erzeugte Vektorrurnpf (V2) anschnessend 

40 aus einem Agarosegel Isoliert Das wis oben mit EcoRI geschnittene 1,3 kb-Fragmer* der 58 kO TNF-BP- 
cONA wurde mit Fragment V2 Hgiert Mit desem Uglerungsansatz erhaltene Transfarm an tsn. die ein 
Plasmid enthielten. welches das cDNA-insert in der torrekten Orfenttorung fOr oie Expression Qber den 
Poiytiedrinpromotor enthlettan. wurden Identlfiziert (sux). Oer daraus Isolierte Vektor emie* oie Bezelchnung 
•PN113*. 

45 Zur KonstruktJon dee Transforvektors -pN1l9" wurde foigendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
BxRVEcora - rragrnent der 56 kO TNF-BP cONA in dem •pUC19M>laemld (siehe Beisplel 8) wurde mit 
Ban! verdaut und mit dem foigenden synthetlschen OUgonuxJeotW Igiert 

Banl A6p718 
» - 5 1 - GCACCACATAATAGAGATCTGQTACCGGGAA - 3 1 

3 1 - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5' 

m dem obigen Adaptor werden zwel Stopcodons der Translation hinter Amlnosfture 182 und sine 
58 SchnMstelle fur (fie Restrlictiofisendonuktoase Asp718 eingebaut Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und daa partieile 55 kD TNF*BP-Fragment (F3) isoliert Weitorhin wurde das 
benfafls mit Asp718 und EcoRI ges ch nittene Plasmid "pNRTOV mit F3 Hgiert und der Uglerungsansatz In 
E. ooff HB101 transformlert Die kJentiffkation der Transformanten, welche sin Plasmid enthieten. in das di 
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partialis 55 kO TNF-BP cONA korrekt fur di Expres sion integriert w rden war. eriolgte wie bereits 
beachrfeben. Das aus dlesen Transtormanten isolierts Plasmid erhielt don Namen "pN1 19*. 

Zur Konstruktton des Transfervektors *pNl24" wurde folgendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9 
beschriebene, «Jr dan extrazelM&ren Toil des 55 kD TNF-BP codiorondo cONA-Fragment wurde mrt den 
angegebenen OBgonukleotlden mrt Hilfo der PCB-Tochnotogio f wie in Beispiel 9 beschriebene ampUfizlort 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp718 geschnitten und aus einem Agarosegel isoiiert (F4). Oas 
PtasmkJ *pNR704 - wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnitton und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoiiert (s.o.j. Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert £. coll HB101 damit transformlert und der 
rekombinante Transfervektor "pNl24" wurde, wle beschrieben, Identfflziert und Isoiiert. 

Zur Transfektton der Insekteruellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug dee Transfervektors 
• P N113" wurden mit 1 ug DNA des Autographs cailfomica-Nuklear-polybedrosisvirua (AcMNPV) (EP 
127839) In Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transferer! Polyhedrtn negative Vlren wurden identfflziert und aus 
•Plaques' gereirdgt [52]. Mit diesen rekombinanten Vlren wurden wiederum Sf9 Zellen wle in [52] 
beachriebene infiziert Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zellen auf Blndung von TNF mitteta 
,a5 l-TNFa untersucht Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette von der Zeilkultur- 
schale abgewaachen und bei einer ZeDdlchte von 5x10* Zellen/ml KuHurmedhim [52]. das 10 ng/ml 123 
TNF-a enthielt sowohl In Anwesenhett wle Abwesenheit von 5 ugfrni ntehtmarWertem TNF-t* resuspendlert 
und 2 Stunden auf Bs inkublert Oarach wurden die Zellen mit reinem Kulturmeolum gewaschen und die 
zellgebundene RadtoaWvittt in einem -rZahtar gezlhlt (siehe Tabelle 2). 



Tabelle2 


Zellen 


Zeilgebundene 




RadoektMultpro 10* 




Zellen 


nfcmlnfiztorte Zellen (Kontrotte) 


60 com 


infiaerte ZeOen 


1600 1 330 cpm ,J 



30 



'> Mlttelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



Belsplelli 



Analog zu dem in Belspiel 9 beschriebenen Verfatiren wurde das fOr den extrazeikjUren Bereich des 55 
kOa TNF-BP codierende cONA-Fragment nun jedoch mit den fWgenden OOgonuWeotlden als Primer, m 
40 einer Polymerasen-KettenreaWon ampliflztert 



Oligonukleotid 1: 



S^TAC GAG CTC GGC CAT AGO TGT CTG GCA TG-3' 



so 



T>Ugonufcleotid 2: 



59 



5'-ATA GAG CTC TGT GOT GCC TGA GTC CTC AG-3 ' 
Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD44*r3-Vektor [DSM 5523; Europlische PatentanmeWung Mr. 
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90107383.2; Japaniscbe Palentanm klung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligiert. 
aus dem die CtM-cONA Uber did Sst l-Restriktions-Schnrttstellen herausgenommen worden war. Satt- 
Sdmittstellen beflnden 3k* !n dem Vektor pCD4-Ky3 sowohl vor wi In dem CW-TeilaequenzstOck wie 
dahirtter. Das Konstrukt wurde mfttels ProtoplastenfusJon nach 01 et at. (Procd. Nad Acad. Sd. USA 80 , 

5 825-829. 1983) in J558-Myekxiue(len (ATCC Nr. TIB6) transflziert TransfektantBn wurden durch Zugabe 
von 5 ug/ml Mycophenolstturs und 250 lig/ml Xanmin (Traunecker et aL, Eur. J. Immunol 18 . 851-854 
[1986D in das Grundmedlum (Duibecco'a modiflziertes Eagle's Medium. 10% fdtaies Ka^x*5erum f 5 x 
10-*M 2-Mercaptoethanol) setektkxnert Das von den transfizferten Zeilen sekretferte Expressionsprodukt 
kormte mittels Qblicher Methoden der Proteincrtemie. z.8. TNFBP-Antik8rper-Afflnitflts^ 

to gereirtfgt werden. Falls nicht beretts spezifisch angegoben, wurden zur Kultfvferung der verwertdeten 
ZeUHnien. zum Wonieren, Selekttonieren bzw. zur Expansion der kionierten Zeilen Standardverfahren, wie 
z.B. von Preshney, RJ. in "Culture of Animal Cells". Alan R. Use. inc.. New York (1983) beachrieben, 
verwendet 
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Ansprflche 

1. NfchtlfisOche Protelne und lOsSche oder rtchtJCsfiche Fragmente davon, die TNF Wnden. in homogener 
Form, sowie deren prrysiologisch verWgSche Sato. 

2. Verbmdungen gemiss Anspruch 1. o3e durch MolekuiargewtehtB gemftss SOS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedfcigungsfi von etwa 55 kO und 75 kO charakterisiert sind. 

3. Verblndungan gemiss einem der AnsprOche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden AminosSurese* 
^uenzeo onthattsfit 

Leu-VaW»ro4«s^ja«^Asp-ArgKBk^ 
Ser-fle: 

SeMriritfD-<gtf4.y><3u-Gly^^ 

L*>-Pro-Ala-GlrW*^ 

Ue-X4>ro^ry-Phe^Va*^Tyr-^^ 

Ser-Gln-Leu^lu-TTr-Prc^u-TT^^ 

Val-Phe-Cys-Thn 

Asn^lrW>rc^lrWUa-Pro-<^ 

teu-Cys- Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-Glr^-Pn>Glu^JliK3^ 

wobei X fOr einen nlcht bestimmten Amlnosaurerest stent 
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4. DNA-Sequenzen. dl far ntehtWsKche Proteins Oder Iflsliche wie nichtttsllche Fragments davon, die TNF 
btnden. koderen, wobei soiche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswghibar sind: 

(a) ONArSequenzen. wie si in Flgur 1 Oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementaren Strange, 
oder sotehe, die dlese Sequenzen umfassern 
5 (b) DNA-Sequenzen, die mtt wie unter (a) deftnierten Sequenzen Oder Fragmenten davon hybridisieren; 
(c) DNA-Sequenzen. die atrf Qrund der Entartung des genetischen Codes nicht mlt Sequenzen, wie unter 
(a) und (b) definierte hybridisieren, aber die fOr Polypeptide mlt genau gleicher AmlnosSuresequenz 
kooleren. 

5. ONA-Sequenzen gemlss Anspruch 4. die eine Kombination aus zwei Teil-ONA-Sequenzen umfassen, 
io wobei die eine Teilsequenz fUr Idsliche Fragments von nichtHSsBchen Proteinen. die TNF binden kodiert 

und de andere Teil-Sequenz, fOr aile DomSnen ausser der ersten Oomfine der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen tmmunglobullnen, wie tgQ t IgA, IgM bzw. IgE, kodiert 

6. DNA-Sequenzen gemasa Anspruch 5, wobei besagte humane ImmunglobuBne IgM bzw. soiche der 
KJasse IgQ sind. 

is 7. ONA-Sequenzen gemSss Anspruch 8, wobei besagte humane Immunglobuflne soiche vom Typ Igl bzw. 
Igdsind. 

a Von ONA-Sequenzen gemftss einem der AnsprOche 4*7 kodlerte rekombinanle Proteine, wie ailelische 
Varianten. oder Deletions-, Substitutions- oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren, die ONA-Sequenzen gemta einem der AnsprOche 4*7 enthaiten und zur Expression der von 
» diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotlschen- wie eufcaryotfschen Wlrtasystemen geeig- 

net sind. 

10. Prdcaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mtt einem Vektor gemlss Anspruch 9 transfer- 
miert worden sind. 

1 1. Wirtssysteme gemSss Anspruch 10, wobei dlese Sfluger* oder insektenzellen sind. 

25 12. Qegen eine Verbindung gemlss einem der AnsprOche 1-3 oder 8 gerichtete Antikflrper. 

13. Bn Verfahren zur isofierung einer Verbindung gem&ss einem der AnsprOche 1*3, dadurch gekennzeich* 
net, dass man im wesentflcnen die foigenden Reinigungsschrttte nacheinander ausfOhrt Hersteflung eines 
ZellextraJctes, ImmijnafflnWtachrof^ und/oder ein- oder mehrfache Uganc^r^mtfltschromatpgrm- 
pWe, HPLC und priparative SDS-PAGE und falls gewOnschte die so (softener Verbindungen chemisch oder 

30 eruymatisch spattet uncVoder in gee i g n e t e Seize OberfOhrt 

14. Ein Verfahren zur Hersteflung einer Verbindung gemlss Anspruch 8, das dadurch gekennzeichnet 1st 
dass man ein wie in Anspruch 10 Oder 11 beanspruchtea transformiertea Wirtssystem in einem geeigneten 
Medum kuWviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium soiche Verbindungen isolert 

15. Priarmazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet dass sie eine oder rnehrere VerbMung(en) 
36 gemtfss einem der AnsprOche 1-3 oder 8, gewOnschtenfaJls in (Combination mit wetteren pharmazeutisch 

wtrksamen Subtanzen und/oder nicht-toodschen, inerten, therapeutisch vertrSgichen Trflgemtateriaiien ent- 
haiten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankhelten, bei denen TNF fnvoMert 1st wobei soiche 
Priparate dadurch gekennzeichnet sind, dass sie eine oder rnehrere Verbindung(en) gemflss einem der 

40 AnsprOche 1-3 oder 8. gewQnschtenfaJla in Kombinatlon mit wetteren Prtarmazeutisch wtrksamen Subtanzen 
und/Wer nlchMoodschon, inerten, therapeutisch vertragtichen TrSgormatorlafien enthaiten. 

17. Verwendung einer Verbindung gemfise einem der AnsprOche 1-3 Oder 8 zur Behandlung von KrankheJ- 
tea 

18. Verwendung einer Verbindung gemlss einem der AnsprOche 1*3 Oder 8 zur Behandlung von Krankhet- 
40 tan, bei denen TNF fnvoMert let 

19. Bne wie in einem der AnsprOche 1-3 oder 8 beartspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergesteilt worden ist 
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Fiaur 1 

-185 Ga AI TCGG GG GGGTTCAAGATCRCTGGGACCRGGCCCrGAlCTCTATGCCCGAgrCTCRX 
-125 CCCTCAACTCTCACCCCAAGGCACTTGGGftCGT^ 
-65 CCWX3UrrcCCGCTGCCWIACTGCCCT^^ 

*" 28 • • » • • • 

-30 MatGly LeuSerThrValf roAapLauLauLauProLauVa 1 LeuLauGluLeu 

-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTC 

-10 LeuValGlyileTyrProSetGlyVallleGlyLauValProHiaLeuGiyAspArgGlu 
55 TTGCTGGGftAlATjyCCCCTCWjGGGTTATTGGSCTGGTCCCTCAK 

*** • 

10 

30 (^sThrLyaCysHiaLysGiyThrTyrLauTyzAsnAspCysProGlyProGlyGlnAsp 
175 TGTACCAAGTGCCACAAAQSRJUXTACTTGTAC^ 

50 ThrAspCysArgGluCysGiuS«xGlyS«^ 
235 AC GG A C TGC&GGGASTGTGAGft UJ j UJ lX X ll' C ACCGCTT^ 

70 CyaI^S«r^aSerLysCyaArgLysGluMatGly<^^lGluIleS^arCysThr 
295 TGCCTCa ^ TOCTC C\ AAT<X CGA AAGGAAATGGg^^ 

90 ValAspArg^ThrValCysGlyCysAr<^ysAanGln^rAr^sTyrTrpS«rGlu 
355 GTGG A CCGGGACAC CG TGT(7I GGC TGGU3GAAGAACC^^ 

. ***. 

110 AsnlAuPheClnCysPhflAsnCysSarl^uCyal^uAsnGlyT^ 

415 M LUt mX£ A£T U :rKJArrQC* ^ 

130 GlnGluLyaGlnAsnThrVaJXIysThrCysHisM 

475 O*GGAGAMCAGAACACCGTGTGa^DCTG0CMtaUUjlj l i l 'n'Ll l l l'LLAAGAGAAAACGAS 

150 CysValSaxCysSerAsnCysLyaLysSerlAuGluCys^LysLauCysLeuProGln 

535 IttTGTam ' C nUffAltCTCI^^ 

170 T1 ^ -f^" y-^ yuCwM..*^,, lai y>in.^^ a1 Trilf rr o^T,>»xf 1 Tl« 

595 ATTGASAATGTTAAGGGCACTGACGACTa^X^ 

190 Ph»Ph«ftl V T^iry < r^.tTi,,fi>w^.,T J .,;ph>T i »ci Y^^tTv^aTvrGlnArq 

655 11UHU»1U1 HjU.1 1 1 IM ' CU .l U. 'l- C ri' LAT LU»l 1 lA MVi A 'l'C UC T A CCAAaSG 

210 TrpLyaSerLyal^TyrSexlleValCysGlyLyaSexilirProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGMCTOOU ^ TCT J W g TOC M ' lUmUUi GftAAiaaOOCTG^ 

*•• 

230 ListfluayThrfltflhrLytfrcUuM^ 
775 CTTC*K3G*ACracrACTAAq X^ 

250 PhirttoireTtol^uG^ 

270 TyrfhrProGlyAspCyaProAanPh«JUaJUa»ro^ 

89S TAIACCCCCGGTGACrGTCCCAA ^Il^WjU ^ 

290 GlnGlyAlaAspProIleI«uAlaThzAlaI«uAla5erAspProIleProAsnProI«u 

955 CMMGGGCTaiCCCCATCCTrCCau a CCC^ 
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Fiour 1 (Forts.) 

• ••••• 

310 GlnLyslcpduAspSerAlaHlsLysProGlnSerLeuAspThzAspAspProAlattu: 

1015 CMSMGSQQGtGGACMSG^ 

330 UuTyrAlaValValGluAanValProProLAuA^^ 

1075 CTGTJCGGCGTGCTGGRGAACCTGCCCCCGTTGCG^ 

350 GlyLeuSertepHisGlulieAspArgl^iKUu^^ 

1135 QGGcrcMcaaacauaTCc^ 

370 AlaGlnTyrSexMetl^jAlaThxTxpArgArglU^ThxSroArqArg^ 

1195 GOGCJUllJ^CAfiCATGCTGGCGftflCTQGAGGCGQCGCACCT 

. • . • • • 

390 ^I^T^T^^Iy^^alT^iAriT&gpM^I-^pT^lTjn^lvCvaLauGluASDlleGlU 

1255 giw a^TQc. ma &y «t«sh» w ' ^ t^^ 

410 GluJOAl^uCysGlyProAlaAlal^ugroProMaProSer LeuLeuA rg 

1315 G MiUJU.rriC CGQ C CC CG Ca a XCTCCC( ^ ^ 

1375 GO C CC T GO G g GCAGCTCr A AgSftCCG'fCCTGCG3^TCGOCTTCCMOCCC >Cl I'll 1 'IC 

1435 TQSUUU33MiUaiTX' ^ 

1495 CQCTOG&lCTiySATftS Cr TT TC T CA GCTGOCTGCGCG CCG ^ 

1555 CGCGGKGW3ftGGTGCGOCC?rG GG CT a UVGAGCCT 

1615 itf^IAg GCC raiTG aiI.rm\^ TOTCCTCACatfgAAGG 

1675 GTTCGTCCCTGR UXn 1 1 lCA C»GIGC*IAAQCa um 1111 IGllflUl iHGi IT T 

1735 ui ' mmi 1 1 u uuttauttOttcraracoAT^^ 

1795 CCIGaC M GCAC ra flCAfcgCIGMC^^ 

1855 GGCC 1T CM CTGGJU JC T G T GG &CTTTTCT&C&IACACT 

1915 MC0CGM3TC 
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Fjqur 2A 
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/ ~""\* * • • • • 

t StrfljpWlJa I Cy sfltpStrCysG I uffepStr ThrTyrThrG I nL«uTrpfl«nTrpUo I 
t TCGCflCTgCCTGTCTGflCTCCTCTGflGGflCflGCflCflTflCflCCCflGCTCTGCflflCTCGCTT 

4 • • • • • 

2 1 ProG I uCy aLauSapCyaG I y SapApgCy aSapSapAapG I nUa I G t uThrO I nfl I aCya 
6 1 CCC6fl6T6Cn6n6CTGTGCCTCCCeCTGTflCCTCT6HCCfl66T6CflflflCTCRA6CCT6C 

• • • • • t 

41 ThpApgGluGlnAanApgl laCyaThpCyaApgPpo6lyTppTypCyaAlaLau$apLya 
1 21 flCTCG66AACflGflflCC6CATCTGCACCTGCAGGCCC6GCTGGTACTGC6C6CT6fl6CRA6 

• • t • • * ♦ 

61 G I n6 1 uQ I yCyaArgLauCyaA I aPpoLauPpoLyaCyaApgPpoG I yPhaG 1 yUa I A I a 
181 CA66A666GTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGAflGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTG6CC 

8 1 flpgPpoG 1 yThpG I uThpSar AspUa I Ua 1 Cy aLyaPpoCyaA I oPpo6 I yThpPhaSap 
241 A6ACCflGGAACTGAAACATCflGACGTGGTGTGCflAGCCCTGTGCCCCGGGGACGTTCTCC 

• • • • • • 

101 AanThpThpSarSapThpAapilaCyaApgPpoHiaGlnl laCyaAanUolUolAlol la ' 
301 flACACGACTTCATCCflCGGATATTTGCAGGCCCCflCCAGATCTGTAACGTGGTGGCCATC 

t • « • • • 

1 21 ProG I yAanA I aSepApgAapA I aUa I CyaThrSapThpSapPpoThpApgSarflat Al a 
36 1 CCTGGGAATGCAA6CAGGGATGCA6TCTGCACGTCCACGTCCCCCACCCGGAGTATG6CC 

• » t • • • 

HI ProG I yA I aUa I H I sLauPpoG I nPpoUa I SarThr ApgScpQ I nH I aThrG I nPpoSar 
42! CCA66G6CAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCACACGATCCCAACRCACGCAGCCAA6T 

• • • • • • 

1 61 PpoGluPpoSarThpAlaPpeSarThpSapPhalauLauProllatGlyPpoSapPpoPpo 
481 CCAGAACCCAGCACTGCTCCAAGCACCTCCTTCCTGCTCCCAATGGGCCCCAGCCCCCCA 

181 A I o6 1 uG I ySar ThpG I yflaplhafl I aLauProUo I G I yLau 1 1 aUa I G I yWa I ThpA I a 
541 GCTGAAGGGAGCACTGGCGACTTCGCTCTTCCAGTTGGACTGATTGTGGGTGTGACAGCC 

201 LauG I ylauLau 1 1 • 1 1 aG I yUa I Ua I AanCyaUo 1 1 1 aflat ThrG I nUd I tyaLyalya 
601 TT6G0TCTACTAATAATA6GA6TGGTGAACTGTGTCATCATGACCCA66TGAAAAA6AA6 

221 ProUuCyaUuGlnApg6luAloLyaUolProHULauProAI aAapLy aA I a ArgG 1 y 
661 CCCTT0TOCCT6CAGA6A6AAGCCAA6GTGCCTCACTTOCCTGCCGATAA6GCCCG6GGT 

241 ThpGlnGlyPpaGluGtnGlnHiaLauLaul laThpAlaPpoSapSarStrSarSarSap 

721 flCACA66GCCCCGA6CA6CAGCACCTGCTGATCACAGCGCCGA6CTCCAGCA6CAGCTCC 
• • , . • • 

26 1 LauG t uSapSarA I aSar A I alauAapArgApgA I aPpoThr ArgAanG I nProG InAlo 
761 CTG6AGAGCTCG6CCAGTGCGTTGGACAGAA6G6C6CCCACTCGGAACCAGCCACAGGCA 
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Ftgur 4 ( Portsatzunq) 



28 1 ProG I yUo I G I ufl I aStrG lyAlaGt yGIufll aflrgA I aS trThrG I y S«r Serft I aAap 
841 CCfiGGCGTGGflGGCCflGTCGCCCCGGGCflGGCCCCGGCCflGCflCCGGCflGCTCflGCflGflT 

• • t • • • 
301 S«pS«pPpoG I yG I yH I sG i yThpG I nUe i RsnUa I ThrCys 1 1 eUo I AsnUo i CyaStP 
901 TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGflCCCflGGTCflflTGTCflCCTGCflTCGTGflflCGTCTGTfl6C 

• • • • • • 

321 SwSiPfltpH t sScpSspG I nCyaS«pS«pG I nfl I oSwStpThplUt 6 1 y flap Thr flap 
961 flGCTCTGflCCflCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCflCflflTGGGflGflCflCflGflT 

• • • • • • 

3 4 1 S«p$«pPpoS§p6 1 uScpPp olysRapG I uG I niia I Pr oPh«S«r(.y s6 1 u6 1 uCy sA I a 

1 021 TCCflGCCCCTCGGflGTCCCCGflflGGflCGflGCflGGTCCCCTTCTCCflflGGflGGflflTGTGCC 

• • • • • • 

361 Ph«flpgS«p6 i nl«u6 1 uTHpPpo6 I uThpLtuLsuG I yS«pThp6 1 uG I uLy sPpoLsu 
1081 TTTCGGTCflCflGCTGGflGflCGCCflGflGflCCCTGCTGGGGflGCflCCGflflGflGHflGCCCCTG 

• • • • • • 

381 PpoLtuQ I yUa I PpoAspA I aGI ylUtLysPpaSsp 

I M 1 CCCCTT6eA6T6CCTGAT6CT6G6ATGflfl6CCCA0TTARCCfl66CC66T6T660CT6T0T 

1 20 1 CGTfl6CCAflGGTGGCTGflGCCCTGGCflGGATGflCCCTGCGAfl66GGCCCTGGTCCnCCA 

1 26 1 GGCXCCCACXflCTflGG ACTCTGflGGCTCTTTCTGGGCCAAGTTCCTCTflGTGCCCTCCAC 

1 321 flSCCGCMCCTCCCTCTGACCTGCAGGCCAA6fl6CAGAGGCAGCGflGTTGTGGAAflGCCT 

1 38 1 CT5CTGCCflTGGCGTGTCCCTCTCGGflfl6GCTG6CT06GCATGG ACGnCGG6GCATGCT 

1 441 GG6GCAAGTCCCTGfl6TCTCTGTGflCCTGCCCCGCCCfl6CT6CACCTGCCAGCCTGGCTT 

1 501 CTGCTSCCCTTGGGTTTTTTGTTTG T 1 1 G TTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 

1 56 1 TCT6CCCAGCTCTGGCTTCCA6AAAflCCCCAGCATCCTTTTCTGCA6A6GGGCTTTCTG6 

1 621 flGA8Gfl66GATGCTGCCTGfl6TCACCCATGAAGACflGGACflGTGCTTCflGCCTGAGGCTG 

1 681 flGACTGCG6GATGGTCCTG66GCTCT6TGCAGGGA6GA66TG6CAGCCCTGTA66GAACG 

1741 GGGTCCTTCAA6TTBGCTCHGGflGGCTTGGAflAGCATCflCCTCflGGCCflGGTGCAGT6GC 

1 801 TCAC6CCTRTGRTCCCfl6CflCTTTGG6RG6CTGRGGCGG6TGGRTCRCCTGRGGTTA6GR 

1 86 1 GTTCGflGBCCfl6CCTGGCCflACflT6GTRAAflCCCCflTCTCTflCTflAAAATflCflGAAATTR 

1 921 GCCGGGC6T6GT6GCGG6CACCTRTR6TCCCfl6CTRCTCfl6MGCCT6R6GCTG66RfMT 

1 961 C0TTTGARCCCGGGAA6CGGfl6GnGCAGGGflGCCGR6flTCACGCCflCTGCACTCCA6CC 

2041 T6GGC8ACA6RGC6RGR6TCTGTCTCflflflR6RflflRRflRARflR6CRCCGCCTCCflRRTGCT 

2101 HACITG1CCT1 1 1 GTRCCflT6GTGT6RflRGTCflGRTGCCCR6RGG6CCCAGGCAGGCCAC 

2161 CATRTTCIWTGCTGTGGCCTGGGCflRGRTflflCGCRCTTCTflflCTRGflARTCTGCCJUlTTT 

2221 TTTRRARRRGTRRGTRCCflCTCflGGCCflRCflRGCCflflCGRCflflRGCCflRflCTCTGCCflGC 

228 1 CflCflTCCJIACCCCCCflCCTGCCflTTTGCflCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCflG 
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